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GLOSARIO 
 
 
Las palabras que se destacan a continuación se obtuvieron de trabajos de 
investigaciones palinológicas citados por Erdtman (1952), Fonnegra (1989) y 
Muñoz (2007) estas expresiones permitirán un mejor entendimiento y comprensión 
del texto hacia la comunidad investigativa. 
 
Acetólisis de Erdtman: Técnica de hidrólisis ácida que degrada el material 
vegetal de los granos de polen.  
 
Anillo: Área de la exina alrededor de un poro, que difiere del aspecto general de 
la superficie de la exina. Está formado por una modificación en la ornamentación 
de la sexina o por un aumento del espesor de la nexina en forma 
aproximadamente circular. 
 
Bácula: Elemento escultural en forma de bastoncillo. Si está situado bajo el 
tectum se denomina báculo infratectal, mientras que si se sitúa encima es un 
báculo supratectal. También los báculos pueden ser libres, directamente situados 
sobre la endexina, en los granos intectados. 
 
Clava: Elemento escultural en forma de porra, cuya máxima altura es mayor que 
el diámetro mayor de la protección. Generalmente, una clava es algo mayor que 
un pilo. 
 
Diades: granos de polen que permanecen unidos en pares. 
 
Ectoaberturas: Abertura de la sexina. 
 
Eje polar: (de espora y dermis, der. del gr. derma, piel), f. Cubierta muy resistente 
que rodea y protege la espora y el grano de polen. Está compuesta por exina e 
intina. A su vez la exina comprende ectexina y endexina (FAEGRI, 1956) o sexina 
y nexina (Erdtman, 1952). 
 
Endoaberturas: Abertura de la capa interna de la esporodermis. A menudo es la 
abertura interna de una abertura compuesta. 
 
Espina: Elemento escultural puntiagudo, de altura mayor de 3 µm. 
 
Espínula: Aplicase a la espina cuya longitud no excede 3 µm.  
 
Esporodermis: Estructura externa del grano de polen. 
 
  
 
 
Esporopolenina: Sustancia química que constituye la exina. Según BROOKS & 
SAHW (1968), se forma por polimerización oxidativa de carotenos. 
 
Gema: Elemento escultural de proyección radial isodiamétrica, anchura igual o 
mayor que la altura y con la parte basal constreñida.  
 
Granulo: Gránulo. Elemento escultural muy pequeño, de contorno más o menos 
redondeado. 
 
Homo: Igual, parecido. 
 
Intina: La capa esporodermica más interna del grano de polen, usualmente poco 
resistente por su naturaleza celulósica (FRITZCHE, 1837). 
 
Nexina: Termino debidoa Erdtman (1952) para designar la parte interna, 
generalmente sin escultura, de la exina. Comprende la base (Nexina-1) y la 
Endexina (Nexina-2) 
 
Opérculo: Porción más o menos circular de ectexina que cubre un poro o un 
surco del grano de polen y que está aislada del resto por una estrecha zona en la 
que falta completamente. 
 
Ornamentación: Escultura, elementos esculturales de la exina 
 
Pilo: Elemento escultural constituido por una cabeza más o menos gruesa y un 
cuello que la sostiene. 
 
Polaridad: Condición de tener polos diferenciables. La polaridad de un 
palinomorfo puede ser determinada de su orientación en la tétrade o por inferencia 
en la distribución de sus aberturas u otros caracteres. Los granos de polen polares 
pueden ser isopolares, subisopolares o heteropolares. 
 
Polen: Célula de forma y dimensiones variables, dotada de una cubierta muy 
resistente o esporodermis, que se forma dentro de los sacos polínicos del 
estambre y tiene como misión, una vez formado el microgametófito pluricelular, 
fecundar el óvulo. El polen es homólogo a las microsporas de los pteridófitos 
heterospóreos. 
 
Poliades:Con más de ocho granos de polen más o menos firmemente unidos. 
 
Polo: Extremos del eje polar de un grano de polen o espora. Polo proximal es el 
que está más próximo al centro de la tétrade. Polo distal el opuesto al polo 
proximal. 
 
  
 
 
Sexina: Capa más externa de la sexina que se encuentra sobre la nexina y 
usualmente ornamentada. 
 
Verruga: Elementos esculturales no puntiagudo, de ancho igual o mayor que la 
altura, base no constricta. 
  
  
 
 
 
 
RESUMEN 
 
 
El objetivo de esta investigación fue observar y analizar la ultraestructura por 
medio de las diferentes microscopías ─ microscopía óptica (MO), microscopía 
electrónica de barrido (MEB) y microscopía electrónica de transmisión (MET)─se 
caracterizaron los granos de polen de accesiones de S. megalanthus depositadas 
en el banco de germoplasma, ubicado en la Universidad Nacional de Colombia 
sede Palmira en el Departamento del Valle del Cauca, Colombia. El método de 
Erdtman (1952) se utilizó en cada uno de estos procedimientos y para cada 
accesión se midieron y describieron diferentes estructuras en 25 granos de polen 
en vistas ecuatorial y polar; con los caracteres morfológicos se elaboró un 
palinograma general para la especie. Los granos de polen se clasificaron como 
tricolpados, oblato esferoidal, radiosimétricos, tectado con perforaciones y 
espínulas, tamaño polínico grandede 93 µm, la estructura es granular columnelar 
sin capa basal. 
 
Palabras claves: Microscopia electrónica, S. megalanthus, granos de polen, 
Colombia. 
  
 
Abstract 
 
The objective of this research was to observe and analyze the ultrastructure using 
different microscopy ─ optical microscopy (OM), scanning electron microscopy 
(SEM) and transmission electron microscopy (TEM) - were characterized pollen 
grains accessions of S. megalanthus deposited in the germplasm bank, located at 
the National University of Colombia at Palmira in the Department of Valle del 
Cauca, Colombia. The methods of Erdtman (1952) was used in each of these 
procedures and for accessions were measured and described different structures 
in 25 pollen grains in equatorial and polar views, with morphological characters 
produced a general palinograma for the specie. Pollen grains were classified as 
tricolpate, oblate spheroidal radiosimétricos, tectate with perforations and spinules, 
large pollen size of 93 microns, the structure is granular columnelar without basal 
layer. 
 
Key words: Electron microscopy, S. megalanthus, pollen grain, Colombia. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
La familia Cactaceaees una planta autóctona del continente americano. Se 
representapor 100 a 150 géneros y más de 2000 especies. Es típica de 
regiones áridas, pero también habita en selvas tropicales y en zonas 
templado-frías (Kiesling, 2005, citado por Lattar y Cuadrado, 2010). Dentro 
de esta familia se encuentra la pitaya o pitahaya amarilla; cactus trepador de 
tallo triangular con antesis nocturna (Tel-Zur et al.,2004).  
 
 
En Colombia la producción de S. megalanthus se concentra principalmente 
en los departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Valle del Cauca, Tolima, 
Huila y Santander. Para su cultivo la altura debe oscilar entre los 800 y 1850 
metros sobre el nivel del mar, con temperaturas entre 18 y 25 ºC y buena 
exposición solar y suelos con pH entre 5.5 y 6.5 (Becerra, 1987). Kurtz 
(1948) realizó los primeros estudios palinotaxonómicos con cactus nativos 
de Arizona (EE.UU.). Durante su investigación encontró que el polen de los 
diferentes especímenes tenía dos formas predominantes: uno esferoidal y 
otro dodecacolpado, lo que le permitió dividir los cactus trabajados en dos  
grandes grupos. Además, estos dos grupos fueron subdivididos en: género, 
subgénero y especies, teniendo en cuenta el número y posición de las 
aberturas, el tamaño del grano de polen y la ornamentación de la exina.  
 
 
La palinología (griego Palynein: dispersar, esparcir) es el estudio de las 
esporas y granos de polen, los cuales son dispersados por múltiples agentes 
tales como el viento, agua y animales (Fonnegra, 1989). Este concepto 
proviene de las siguientes dos definiciones: amplia y reducida. La primera 
considera la palinología como el estudio morfológico de las esporas y granos 
de polen actuales, subfósiles y fósiles (Erdtman1952, citado por Fonnegra, 
1989). La segunda definición considera a la palinología como la ciencia que 
estudia las paredes de las esporas y granos de polen sin tener en cuantala 
parte viva. En la actualidad, esta segunda definición es la aceptada 
universalmente para este concepto (Fonnegra, 1989). 
 
 
El rápido desarrollo que la palinología ha alcanzado muestra su aplicación 
en múltiples áreas del saber humano, lo que ha llevado a subdividirla en 
varias ramas, entre las que se encuentra la palinotaxonomía (Fonnegra, 
1989). La palinotaxonomía es el estudio de la taxonomía vegetal con base 
en la morfología polínica. En los taxa actuales, las semejanzas y diferencias 
del polen constituyen una metodología básica para la identificación de 
diversas familias de plantas, como también para determinar líneas de 
evolución y filogenia (Erdtman, 1960). Anteriormente, los taxónomos se 
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preocupaban muy poco por tener en cuenta los granos de polen al hacer 
revisiones de grupos vegetales y cuando lo hacían era de forma superficial  
(Faegri, 1956). En la actualidad, los caracteres polínicos son importantes en 
la taxonomía vegetal, debido al desarrollo de la MO y la ME, las cuales han 
permitido la descripción de nuevos caracteres que proporcionan mayor 
resolución taxonómica.   
 
 
Taxonómicamente las cactáceas presentan muchas inconsistencias. Hace 
algunos años no había acuerdo sobre el agrupamiento de los géneros. Hoy 
en día, por lo menos, hay claridad del agrupamiento en cuatro subfamilias, 
aunque falta para algunas especies; estas clasificaciones tienen variaciones 
periódicas y se puede apreciar en la gran cantidad de sinonimias existentes. 
Por tanto, esta propuesta tiene como objetivo caracterizar los granos de 
polen de S. megalanthus (K. Schum. ex Vaupel) Moran, mediante 
microscopia óptica y electrónica, como aporte a la clasificación taxonómica 
de la especie. 
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MARCO TEÓRICO 
 
 
Cactaceae es una familia botánica autóctona del continente americano, 
geográficamente se distribuye en Perú, Bolivia, Ecuador, Colombia y 
Venezuela (Britton y Rose, 1920; Anderson, 2001). Los cactus están 
representados por 100 a 150 géneros y más de 2000 especies; estas plantas 
son típicas de regiones áridas, pero también habitan en selvas tropicales y 
en zonas templado-frías (Kiesling, 2005); los cultivos de pitahaya en 
Colombia se pueden encontrar en alturas sobre el nivel del mar hasta los 
1932 m.s.n.m. con una temperatura media anual que fluctúa entre 18 a 
24oC. 
 
 
En Colombia es conocida como pitahaya amarilla debido al color de su 
exocarpo; posee numerosas brácteas y acúleos; el endocarpo es blanco y 
presenta numerosas semillas. La especie crece sobre árboles y rocas a los 
cuales se adhiere a través de las raíces adventicias que salen de sus 
cladodios que están conformados por tres costillas formando un triangulo en 
corte transversal; el margen de los cladodios varia desde cóncavo, 
levemente cóncavo a liso. 
 
 
Las flores de 25cm son hermafroditas, completas, simétricas, de ovario 
ínfero, numerosos estambres y pétalos de color blanco; los frutos maduran 
entre dos a cuatro meses, son de tipo baya de color amarillo intenso con 
pulpa blanca, suculentos y dulces, su forma es ovalada u alargada con una 
longitud de 12cm de longitud, el peso puede variar desde50 a 400 gramos, el 
número de semillas varia de 41 a 800 semillas (Caetano, 2009). 
 
 
El proceso de transferencia del polen desde los estambres hasta el estigma 
o parte receptiva de las flores en las angiospermas se denomina 
polinización, en donde germina y fecunda los óvulos de la flor, haciendo 
posible la producción de semillas y frutos. La polinización se confunde a 
menudo con la fecundación, siendo dos procesos distintos, si bien es cierto 
que el primero es casi siempre condición necesaria del segundo. 
 
 
Fuller et al.,(1974) afirma que, la polinización es uno de una serie de 
procesos quese traducen en la formación de semillas, dentro de la 
reproducción sexual de lasplantas, siendo sumamente importante en la vida 
de las angiospermas. Concuerda enseñalar respecto a lo anterior, que es el 
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proceso de transferencia de granos de polendesde una antera a un estigma, 
y agrega que el traspaso de polen de la antera de unaflor, al estigma de la 
flor de otra planta se denomina polinización cruzada, y cuando este proceso 
ocurre entre flores de una misma planta se de nomina autopolinización. Para 
llevar a cabo este proceso, los granos de polen deben ser transferidos 
poragentes bióticos o abióticos, los cuales comúnmente son los insectos y el 
viento respectivamente. Es un error creer que la polinización es un servicio 
ecológico gratuito de la naturaleza, ya que este es un fenómeno muy 
variable, que depende del ambiente, y de la participación de diversos 
elementos, porque una polinización efectiva, necesita de algunos recursos, 
por ejemplos refugios de la vegetación natural y hábitat adecuados para los 
polinizadores. Cuando estos se reducen o se pierden, se limita la actividad 
de los polinizadores y se necesitan practicas adaptables para mantener los 
medios de subsistencia (Greulach y Adams, 1970; Hartman y Ketsler, 1990). 
 
 
Por tanto, el proceso de la polinización, es un requerimiento fundamental de 
algunos cultivos para fructificar o producir semillas, además con lo cual se 
maximiza suproducción (Neira, 1993). 
 
 
Posteriormente, después de llevarse a cabo la polinización, el protoplasma 
del granode polen absorbe gran cantidad de agua y se hincha, de esta 
manera rompe la membrana externa denominada exina, al mismo tiempo 
que la membrana interna (intina), se estira y sale a través del poro 
germinativo para formar el tubo polínico, el cual penetra el tejido del estigma, 
este crece hacia abajo a través de toda la estructura del estilo, logrando 
entrar al ovario del pistilo, y es en este lugar en donde se produce la 
fecundación, cuando una de las células espermáticas que están contenidas 
dentro del tubo polínico fertiliza a la célula huevo se forma el zigoto. Una vez 
alcanzado este estadio, los carpelos comienzan a crecer y forman el fruto, 
por su parte, los rudimentos seminales formaran las semillas y el embrión se 
desarrollara a partir del zigoto (Holman y Robbins, 1961; Fahn, 1978). 
 
 
La supervivencia del polen en diferentes especies vegetales, varia desde 
minutos hasta años, dependiendo en primer lugar del nivel taxonómico del 
individuo, y decondiciones ambientales abióticas (Barnabas y Kovacs, 1997). 
Una vez depositado en el estigma el polen debe germinar, por lo cual debe 
tener una viabilidad adecuada y formar el tubo polínico, para llegar a 
fecundar a los óvulos. Por tanto, la viabilidad del polen se traduce como el 
poder germinativo que este tenga, es decir, el número de granos de polen 
que germinen de un total dado. Además, esta condición esta dada por varios 
factores como son: variedad, estado de madurez, formade recolección del 
polen, almacenamiento y transporte, entre otros (Guerrero, 2005). 
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Según Shivanna y Rangaswamy (1992), el termino viabilidad significa la 
habilidad para vivir, pero en el caso de tratarse de la viabilidad polínica, se 
refiere a la habilidad del polen, para completar los eventos que siguen 
después de efectuarse la polinización, es decir para efectos de producir la 
fertilización de la ovocélula. 
 
 
De acuerdo a Dafni y Firmage (2000), la viabilidad polínica se define como la 
capacidad del polen para vivir, crecer, germinar y desarrollarse. Además 
agregan, que el termino viabilidad es usado también para describir el grano 
de polen que es capaz de germinar tanto en el estigma, o bajo condiciones 
artificiales, tales como germinación in vitro o como respuesta de la tinción 
por efecto de determinados reactivos, igualmente por la efectividad de 
producir semillas después de efectuada la polinización. 
 
 
Por su parte Kearns e Inouye (1993), afirman que la viabilidad polínica es 
una medida de la fertilidad masculina, que indica la habilidad que posee el 
polen para cumplir su función en el proceso de fecundación, y que existen 
una serie de pruebas para determinarla. 
 
 
Conforme a lo anterior Stanley y Linskens (1974), concuerdan en definir a la 
viabilidad polínica, como la capacidad del polen para germinar, crecer y 
fertilizar a la ovocélula. Pero agregan que esta condición es muy útil en las 
tecnologías aplicadas a la agricultura, como por ejemplo en la realización de 
experimentos de reproducción, y en el monitoreo de las condiciones de 
almacenaje del polen a través del tiempo, para evitar que vaya perdiendo su 
viabilidad. En relación a lo anterior, como aspecto agronómico en la 
producción de semillas, es importante estimar la capacidad del polen para 
cumplir su función como gameto, y dentro de esto, lo mas relevante es 
definir cuales son las variables que indican esta calidad para el éxito de 
dicho propósito (Penaloza, 2001 citado por Cabello, 2003). 
 
 
De acuerdo a lo antes señalado, Ospina y Ligarreto (2000) añaden que el 
estudio de la viabilidad de polen así como el comportamiento de cruces entre 
líneas, es importante para obtener variedades genéticamente mejoradas y 
preservadas por la agronomía, ya que de lo contrario es imposible obtener 
semillas viables para la perpetuación de las características, su futura 
propagación y para ofrecer rendimientos económicos. 
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Andrés et al., (1999), agregan que el conocer la calidad del polen, expresado 
en su poder germinativo o viabilidad, es un factor de suma importancia, para 
asegurar la fecundación y así dar calidad a los frutos de importancia 
económica. Así mismo, los ensayos de viabilidad son utilizados en la 
producción de semillas y frutos, además de experimentos bioquímicos de 
laboratorios, y en ensayos de polinización utilizados en los programas de 
mejoramientos de plantas, igualmente en el caso de mantener polen 
almacenado, es necesario conocer o monitorear la calidad de este, bajo las 
diferentes condiciones de almacenaje (Shivanna y Rangaswamy,1992; 
Kearns e Inouye, 1993). La duración de la viabilidad del polen después de la 
dehiscencia de la antera, es crucial para llevar a cabo una polinización 
exitosa (Song et al., 2001). 
 
 
Stone et al. (1995), afirman que la perdida de viabilidad polínica es rápida y 
progresiva, dependiendo entre otros factores de la edad del individuo y 
exposición adiversos agentes medio ambientales. Según Kearns e Inouye 
(1993), la viabilidad polínica es máxima al momento de la dehiscencia de la 
antera, disminuyendo rápidamente a través del tiempo. Por lo cual afirman 
que, existen diversos factores que influyen, los cuales se manifiestan 
almomento de la colecta y en el posterior almacenaje del polen. Por ejemplo 
se puede indicar entre estos factores, la hora del día en la cual se colecta el 
polen y el estado de desarrollo floral de donde proviene, así como también la 
temperatura y humedad relativa del medio, en que se conservara el material 
polínico. 
 
 
Respecto a lo anterior Alburquerque et al. (2007), afirman que la viabilidad 
polínica decrece rápidamente de acuerdo a determinadas condiciones de 
almacenaje, como es la temperatura, encontrando que esta disminuye a la 
mitad luego de exponer el polen a 24oC por cuatro horas o una hora a 
27.7oC. 
 
 
Por su parte Stanley y Linskens (1974), agregan que la exposición del polen 
a la luz ultravioleta y al ozono, también pueden afectar a la viabilidad, 
reduciendo la germinación y la longitud del tubo polínico. Esta situación es 
confirmada por Feng et al., (2000), quienes demostraron que altos flujos de 
radiación UV-B causaban un gran efecto inhibitorio en la germinación del 
polen y en el crecimiento del tubo polínico. 
 
 
Dafni (2002) y Guerrero (2005), señalan que un polen viable puede no 
germinar en el estigma producto de varios factores, como que este último no 
se encuentre receptivo al momento de la polinización, a causa de 
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condiciones medio ambientales como altas temperaturas, baja humedad, 
vientos fuertes, secos y fríos. Agrega también que otra causa de baja 
viabilidad del polen es la incompatibilidad de las variedades polinizadoras 
con las que se quiere polinizar, en esta situación el polen germina 
normalmente, pero el tubo polínico detiene el crecimiento a mitad de su 
recorrido y no se efectúa la fecundación. Por ultimo, añade que la causa mas 
común para la baja germinación del polen, es cuando la calidad de este se 
ve afectada, debido a que fue colectado, almacenado y transportado de 
forma inadecuada, así como también cuando el polen es demasiado viejo, 
todas estas razones dan como resultado una baja viabilidad y con ello, una 
inapropiada fructificación. 
 
 
Según Aizen y Rovere (1995), la edad de la planta también es un factor que 
afectala viabilidad polínica, ya que a medida que aumenta la edad del 
individuo, mayor es el porcentaje de polen inviable, lo cual se debe a la 
acumulación de mutaciones, que trae consigo el aumento de aberraciones 
morfológicas y fisiológicas de este. 
 
 
Dafni y Firmage (2000), agregan que la perdida de viabilidad es un proceso 
continuo, en donde se involucran una serie de enzimas que son degradadas 
progresivamente y a diferentes ritmos. Afirman también, que las causas de 
esta perdida de viabilidad son morfológicas, ambientales y por factores 
internos, que son propios de cada individuo. 
 
 
La obtención de variedades de alta producción, y altos rendimientos 
agrícolas a través del mejoramiento genético, se inicia con la caracterización 
del germoplasma existente, y la identificación de genotipos con 
características deseables para utilizar en los cruzamientos. Es por ello, que 
uno de los aspectos de mayor importancia a tomar encuenta, es la 
identificación detallada de la viabilidad y fertilidad del polen (Oviedo y Duran, 
2000). 
 
 
Una de las maneras para saber si el polen es adecuado para la polinización, 
es someterlo a una prueba de viabilidad o prueba de germinación. Para esto 
se requieretomar una muestra de polen, y someterlo a experimentos en 
laboratorio en condicionesde temperatura y humedad, así como el medio de 
cultivo adecuado para sugerminación, y de esta manera determinar su 
viabilidad. Se estima que, para que se considere adecuado para una buena 
polinización, debe tener un porcentaje degerminación mínimo del 70%, 
incrementando su calidad conforme se acerque al 100% de germinación 
(Guerrero, 2005). 
  
27 
 
Oviedo y Duran (2000), afirman que dependiendo del porcentaje de polen 
viable, sepueden utilizar como progenitores masculinos o femeninos, de 
acuerdo a la siguiente clasificación: 
 
 
- Mayor que el 50% de viabilidad, es perfectamente seguro para utilizar 
como progenitor masculino. 
- Entre 30 y 50% de viabilidad, es apropiado para utilizar tanto como 
progenitor masculino y femenino. 
- Menor que el 30% de viabilidad, confiable para utilizar como progenitor 
femenino. 
 
 
Según Dafni y Firmage (2000), existen numerosos métodos para determinar 
la viabilidad polínica, pero la elección de uno u otro depende de la especie, y 
relación existente entre la prueba a realizar y la fertilidad. Así mismo, todos 
los métodos están influidos por numerosos factores, y ninguno de ellos es 
capaz de confirmar que la muestra de polen es inviable y, por consiguiente, 
incapaz de fertilizar alguna planta, por lo cual se dice que estas pruebas son 
una estimación de la real viabilidad de la especie en estudio. 
 
 
Los métodos directos, son pruebas que consisten en depositar el polen 
sobre la superficie del estigma, y determinar si se logra la germinación y 
posterior producción de semillas. Estas técnicas requieren necesariamente 
la germinación polínica, para estimar la capacidad que tiene el polen para 
cumplir su función como gameto, y portanto, evaluar su viabilidad. La gran 
ventaja que otorga es entregar una medida indiscutible, siendo los más 
auténticos y exactos “test” de viabilidad. Sin embargo, la principal desventaja 
que presentan, es la gran cantidad de tiempo que conlleva realizar pruebas 
de este estilo, y lo laborioso que es el trabajo para conseguir los resultados. 
Los métodos indirectos, por su parte, son mediciones in vitro, que se basan 
en la relación que existe entre la capacidad de fertilizar a los óvulos, con 
algunas características tanto fisiológicas como físicas del grano de polen, 
que pueden ser determinadas mas rápidamente que a través de métodos 
directos. (Stanley y Linskens, 1974; Kearns e Inouye, 1993; Dafni y Firmage, 
2000). 
 
 
Stone et al.,(1995), clasifican las pruebas de viabilidad en tres categorías, 
las cuales son pruebas de germinación, pruebas de metabolismo polínico y 
las tinciones tradicionales. Entre las pruebas de germinación encontramos la 
germinación in vivo, invitro y semi-vivo, en las pruebas de metabolismo 
polínico están los ensayos de actividad enzimática y en tinciones 
tradicionales se encuentran aquellas técnicas que indican la presencia de 
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citoplasma en el grano de polen (Goddard y Matthews,1981). Existen 
tinciones específicas para diversos componentes del polen, lo cual es usado 
como prueba de viabilidad. Por ejemplo la técnica de anilina azul en 
lactofenol colorea la calosa, carmín acético que tiñe los cromosomas, y el 
verde de metilo pinta la pared celular (Stanley y Linskens, 1974; Goddard y 
Matthews, 1981; Kearns e Inouye, 1993). Los granos de polen se estudian 
por su estructura y escultura en diferentes áreas de la biología y geología. 
 
 
La ciencia que estudia las paredes de esporas y granos de polen sin tener 
en cuenta su interior vivo se define como palinología (Erdtman, 1952) y 
clasifica a la palinotaxonomía como una disciplina científica que estudia la 
taxonomía vegetal con base en la morfología polínica, teniendo en cuenta 
las semejanzas y diferencias del grano de polen, características que 
constituyen una metodología básica para diversas familias de plantas como 
también para determinar líneas de evolución y filogenia (Erdtman, 1960 
citado en Fonnegra, 1989). Las características morfológicas de los granos de 
polen se representan en un palinograma, el cual representa gráficamente las 
principales características como polaridad, tamaño, forma, aberturas, 
ornamentación y estratificación de la esporodermis en general los 
palinogramas son dibujos esquemáticos de los caracteres del grano de polen 
(Fonnegra, 1989). 
 
 
La observación de los caracteres morfológicas de los granos de polen es 
posible mediante la utilización de la técnica de acetólisis de Erdtman (1952), 
al polen se les realiza una digestión de los componentes orgánicos (grasas, 
proteínas, etc.) que se encuentran en el citoplasma y en la parte exterior, 
permitiendo una mejor observación de la forma, tamaño, polaridad, simetría, 
característica estructurales y esculturales de la exina (Fonnegra, 1989). 
 
 
La morfología polínica está determinada por el factor emfítico, este es un 
factor hereditario o genético. El polen presenta variabilidad en cuanto a la 
unidad apolar: La tétrada no presenta polaridad definida después de 
separada; isopolar: Los polos proximal y distal son iguales; heteropolar: 
Cuando los dos polos diferentes, ejemplo un polo con una abertura y el otro 
no; subisopolar: Más o menos e intermedio entre iso-heteropolar, el plano 
ecuatorial en más o menos curvo (Figura 1). 
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Figura 1. Polaridad 
de una tétrada 
(tomado de 
Fonnegra, 1989). 
 
 
El análisis polínico se realiza mediante la representación de una línea 
imaginaria que pasa por el centro del grano y se llama polo proximal y distal, 
es denominada eje polar, y la línea perpendicular al eje polar que pasa por 
su parte media, recibe el nombre de diámetro ecuatorial. La vista ecuatorial o 
posición lateral, permite observar el grano de polen con el eje polar en 
ángulo recto al observador. Vista polar, cuando el grano de polen se observa 
con uno de los polos, hacia el observador (Figura 2). 
 
 
 
Figura 2. Posición de observación de un grano de 
polen Tricolporado (tomado de Fonnegra, 1989) 
 
 
Dependiendo del plano de los granos de polen se pueden clasificar como: 
simétrico, el grano de polen que al menos tiene un plano simétrico; y 
asimétrico, aquel grano que no posee ningún plano simétrico; el grano de 
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polen isopolar puede ser de simetría radial, cuando presenta un plano 
horizontal y dos o más verticales de simetría; isopolar bilateral, solo presenta 
un plano de simetría (Figura 3). 
 
 
 
 
Figura 3. Simetría polínica. 
 
 
Las aberturas se descubren como áreas de la exina especialmente 
delimitadas, delgadas y sin pared e independientes del patrón de exina; la 
intina se encuentra debajo de las aberturas, generalmente es más gruesa 
que la encontrada en otra parte del grano; las aberturas no se encuentran 
abiertas en polen vivo, están cubiertas por una capa delgada del material de 
la exina; Las aberturas pueden ser ectoaberturas si son de la sexina y 
endoexina las de nexina; de acuerdo a los bordes de las aberturas se 
pueden presentar en forma de: anillo, endoanillo, atrio, vestíbulo y opérculo, 
obsérvese la Figura 4. La estructura y escultura de la esporodermisse 
clasifican con base a la estratificación y escultura de la exina (Fonnegra, 
1989).  
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Figura 4. Aberturas bordeadas. a y b: Anillo, c: endoanillo, d: Atrio, e: 
Vestíbulo, f: Opérculo (tomado de Fonnegra, 1989). 
 
 
El grano de polen conserva las capas internas y externas y una 
ornamentación detallada por toda la superficie realizada la práctica de 
laboratorio (acetólisis de Erdtman, 1952) o soportando condiciones 
climáticas (temperaturas, presión acidez, entre otras); estas características 
polínicas permiten la clasificación en niveles de familia, género o especie 
según Erdtman (1960).  
 
 
La intina se encuentra siempre presente alrededor de la parte viviente del 
grano de polen, es delgada y de espesor generalmente homogéneo. Está en 
contacto directo con la membrana celular, se compone principalmente de 
celulosa. Exina: se ubica alrededor de la intina, es la pared más reciente de 
la esporodermis y se compone de  esporopolenina (Figura 5). La 
ornamentación del grano de polen puede ser espínulada, espina, báculo, 
verruga, gema, pilo, clava y gránulo (Figura 6) 
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Figura 5. Capas de la pared del grano de polen (tomado de 
Fonnegra, 1989) 
 
 
 
 
Figura 6. Ornamentación del grano de polen: a, espinulada; 
b, espina; c, báculo; d, verruga; e, gema; f, pilo; g, clava; h, 
gránulo (tomado de Fonnegra, 1989). 
 
 
La importancia taxonómica y evolutiva de la morfología  polínica para una 
familia, género o especie se observa en los caracteres morfológicos 
constantes o tipos de polen que varían considerablemente, y se clasifican 
como estenopalinológico, tipo polínico de un taxón característico y 
homogéneo, y euripalinológico son granos de polen que varían 
considerablemente en aberturas, tamaño, forma, escultura y estratificación 
de la exina (Fonnegra, 1989).   
 
 
Las observaciones polínicas se registran mediante fotomicrografías, estas 
son representaciones gráficas las cuales permiten observar detalles finos 
como la ornamentación, tipo de aberturas, formas y tamaños de los granos 
de polen en vistas polares y ecuatoriales, a través de estas características 
polínicas se elabora el palinograma para realizar claves taxonómicas 
(Fonnegra, 1989).  
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Las claves taxonómicas permiten evidenciar caracteres morfológicos del 
grano de polen como aberturas, estratificación y escultura de la pared, forma 
en vista polar y ecuatorial, tamaño, entre otras; no existe una clave 
palinológica estándar, pero se constituyen dos alternativas contrastantes que 
conducen a la identificación de los granos de polen de un determinado taxón 
como el palinograma y los dendrogramas; la morfología del grano de polen 
puede ser usada para determinar si un grupo es más primitivo o más 
avanzado que otro (Fonnegra, 1989).  
 
 
Se han registrado procesos evolutivos con base en estudios palinológicos, el 
tamaño más primitivo es el grano de polen muy pequeño a pequeño hasta 
25 micras. La evolución en la estructura y la ornamentación de la 
esporodermis está relacionada con adaptaciones para la polinización; Las 
plantas con polinización anemófila generalmente presentan granos de polen 
psilados, secos y pequeños y las plantas con polinización  entomófila 
presentan granos de polen con exina ornamentada; los granos de polen 
inaperturados son considerados más primitivos que los aperturados, 
característicos de la mayoría de los granos de angiosperma; el polen con 
aberturas proximales son los más primitivos entre los aperturados, seguido 
de ejemplares con aberturas ecuatoriales y las aberturas esparcidas por toda 
la superficie del grano de polen (Walker, 1974).  
 
 
No se ha establecido una norma estándar para las descripciones polínicas; 
las observaciones de la palinología sirven como evidencia en la clasificación 
taxonómica vegetal por lo tanto para la descripción del grano de polen, se 
debe utilizar el sistema de descripción taxonómica con base en el carácter y 
estado del grano, indicado en Radford et al., (1974) resaltando 
representaciones morfológicas como unidad polínica, tamaño y morfología 
(Fonnegra, 1989). 
 
 
Los palinogramas son herramientas gráficas representativas de caracteres 
morfológicos de los granos de polen donde se visualizan las diferenciar o 
semejanzas en las mediciones palinológicas de las capas (exina, nexina, 
sexina y tectum) y los lados de acoporo y mesoporo (Figura7); también 
permiten analizar la cercanía de un ejemplar a otro con características 
palinológicas similares para determinar posibles híbridos naturales en la 
zona de estudio (Fonnegra, 1989); las fotomicrografías a nivel de 
microscopia óptica y electrónica permiten agrupar los caracteres necesario 
para la elaboración de los gráficos polínicos (Muñoz, 2007). 
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Figura 7. Palinograma (tomado de Fonnegra, 1989). 
 
 
El microscopio electrónico de barrido (MEB) es un instrumento cuyo 
funcionamiento se basa en el barrido de la superficie de un espécimen, por 
medio de un haz de electrones cuyo diámetro es disminuido (entre 4nm a 
200nm), por lentes electromagnéticas formadas por el paso de corriente a 
través de solenoides (bobinas).  
 
 
El MEB es muy importante porque permite observar detalles muy finos de 
objetos y texturas de acuerdo a su resolución (González et al., 2006). El 
MEB proporciona imágenes de la superficie por medio de un haz de 
electrones que recorre dicha superficie y de detectores que traducen las 
señales que de ella emanan, transformándolas en corrientes eléctricas que 
se emplean para formar una imagen en el monitor de la televisión. El MEB 
cuenta con las siguientes partes: a) óptica electrónica, b) cámara del 
espécimen, c) circuitos de alimentación de la óptica electrónica, d) 
detectores de electrones emitidos por la muestra, e) sistema de vacío y  f) 
dispositivos para observación y registro de las imágenes (Figura 8). 
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Figura 8. Microscopio electrónico de barrido JEOL JEM-6490LV 
utilizado para el estudio palinológico. 
 
 
Los electrones secundarios emitidos por la muestra se producen en el lugar 
donde incide el haz electrónico, por lo que proporcionan una imagen de 
mayor resolución que la suministrada por otras señales (Figura 9). 
 
 
 
Figura 9. Electrones retrodispersos 
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El MEB tiene una columna electrón-óptica y esta a su vez se compone por el 
cañón, las lentes electromagnéticas y la cámara del espécimen. El cañón 
está constituido por el cátodo (-) o fuente de electrones del haz primario, el 
cilindro de Wehnelt y el ánodo (+). Estos dos últimos son cilindros con un 
pequeño orificio por donde pasa el haz de electrones emitido por el filamento 
hacia las lentes electromagnéticas. Las fuentes de electrones que se utilizan 
actualmente en MEB son el filamento de tungsteno (W), filamento de 
hexaboruro de lantano (LaB6) y el cátodo de emisión de campo. 
 
 
En la columna electrón-óptica del MEB existen dos tipos de lentes: 
electrostática, generada en el cañón, y electromagnéticas en la columna 
electrónica. La lente electrostática se forma por efecto de diferencias de 
potencial entre el filamento, cilindro de Wehnelt y el ánodo. El haz de 
electrones al pasar a través de las zonas equipotenciales de este campo 
electrostático se comportan como la luz al pasar por un medio de menor a 
uno de mayor índice de refracción, convergiendo en un punto denominado 
crossover, definido como la primer imagen de la nube de electrones formada 
en la punta del filamento. Las lentes electromagnéticas consisten de bobinas 
o solenoides enrollados por las que se hace pasar una corriente eléctrica 
generándose un campo magnético; están rodeadas por una cubierta de 
hierro dulce con un pequeño orificio en su interior que las conecta con dos 
piezas de hierro que concentran el flujo magnético (González et al., 2006). 
 
 
La cámara del espécimen  comprende de una plataforma donde se coloca el 
porta-espécimen y su tamaño varía de acuerdo con el microscopio. El 
tamaño de la muestra que puede introducirse es tan pequeña como de unos 
cuantos milímetros hasta de un poco mas de 12 cm. La plataforma donde se 
coloca el porta-muestra puede rotar, inclinarse o moverse en los ejes X, Y y 
Z (González et al., 2006). 
 
 
El sistema de detectores se encarga de colectar distintas señales (electrones 
secundarios, electrones retrodispersos ó backscattered, electrones Auger, 
radiación bremsstrahlumg, etc.) que son emitidos por el espécimen debido a 
la interacción del haz de electrones con los átomos de la muestra. 
 
 
El sistema de vacío funciona con bombas que permiten el alto vacío 
necesario para que el haz de electrones no sea desviado por los átomos de 
gas. Actualmente existen varios tipos de bombas de vacío: la mecánica, 
difusora, turbomolecular y la iónica. La bomba mecánica o rotatoria efectúa 
el prevacío y al trabajar simultáneamente con la bomba difusora, saca las 
moléculas de gas que extrae ésta última de la columna para obtener el alto 
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vacío. Sin embargo, la bomba difusora presenta la desventaja de trabajar 
con aceite, el cual puede contaminar la columna con monocapas de aceite 
que al interaccionar con el haz de electrones contaminan la superficie de la 
muestra e interfieren en su análisis químico. Por tal razón, la bomba difusora 
está siendo reemplazada por la bomba turbomolecular. Las bombas iónicas 
son limpias, libres de vibraciones y se utilizan para obtener un ultra vacío 
(10-11 torr) requerido comúnmente cuando se utiliza cátodo de emisión de 
campo o microscopia electrónica de alta resolución (González et al., 2006).   
 
 
El detector de señales consiste en una pieza de metal cargada 
positivamente, generalmente entre 200 y 400 voltios (Figura10), para atraer 
a los electrones de baja energía, especialmente a los secundarios, que 
permiten observar la topografía de la muestra. 
 
 
Figura 10. Detector de electrones secundarios emitidos por la 
muestra y de electrones retrodispersos. Muchas veces se emplean 
para estas dos señales, detectores diferentes localizados en distintas 
posiciones. Para la detección de electrones secundarios 
 
 
La preparación del material biológico no debe contener agua para poder se 
observado en el MEB. La eliminación del agua no debe modificar la 
morfología original del espécimen, para el cual, en caso de especímenes 
biológicos, es necesario realizar previamente un tratamiento de fijación, 
deshidratación y secado; este último puede realizarse por sublimación o 
secado a punto crítico. El espécimen debe ser conductor, se es necesario 
recubrirlo con algún material conductor como plata, oro, aluminio, carbón, 
oro-paladio, etc., debido a que el haz de electrones irradia la muestra y 
algunos electrones como los secundarios son emitidos o retrodispersados, 
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pero el restos de los irradiados son absorbidos por el espécimen y cuando 
este no es conductor, se carga eléctricamente, lo que ocasiona problemas 
en al observación (González et al.,2006). 
 
 
Preparación general para especímenes biológicos 
 
 
Fijación: la fijación debe conservar la estructura fina del espécimen y alterar 
lo menos posible su composición. Los métodos para fijar células y tejidos 
pueden dividirse en dos grandes grupos: 
 
 
a) Método físico: congelación rápida o sublimación; b) Método químico: 
glutaraldehido al 2.5%, paraformaldehido al 4% y mezcla Karnovsky 
(glutaraldehido al 1% y paraformaldehido al 2% en amortiguador de 
fosfatos). 
 
 
Deshidratación: la deshidratación se realiza con líquidos que se mezclan 
con el agua celular y al aumentar su concentración la desplazan, hasta 
sustituirla totalmente. En general se utiliza el etanol o la acetona en cambios 
graduales de 15%, 30%, 50%, 70%, 95% y 100% en un tiempo de 30 
minutos por cada cambio. 
 
 
Secado por punto crítico: este método se basa en que la mayoría de los 
líquidos volátiles, la interfase líquido-gas desaparece y la tensión superficial 
es cero a cierta presióny temperatura, este es denominado punto crítico. El 
agua debe ser remplazada primero por solventes orgánicos como el alcohol 
o la acetona en la deshidratación y después por fluidos transicionales como 
el CO2, cuya temperatura crítica es de aproximadamente 31oC a 1073psi. Al 
sumergir el espécimen en un líquido transicional, éste remplaza al solvente 
intermediario y, al ser llevado al punto crítico, pasa a la fase gaseosa sin 
cruzar por la interfase líquido-gas y, por lo tanto, sin los problemas de la 
tensión superficial, por lo que el tejido  biológico queda intacto (González et 
al.,2006).  
 
 
Recubrimiento con carbón y oro: el recubrimiento de la superficie de la 
muestra con materiales conductores se puede hacer por evaporación de 
carbón o metales en un recipiente de alto vacío o por átomos metálicos 
removidos de un cátodo con iones de alta energía en bajo vacío (Figura 11) 
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Figura 11. Evaporador de alto vacío. Este instrumento 
permite hacer capas metálicas utilizando la cestilla de 
tungsteno que se muestra dentro de la campana de vidrio. 
 
 
Formación de la imagen en el MEB: el proceso para generar la imagen del 
espécimen se inicia en el cañón al calentarse el filamento por corriente 
alterna y emitir un haz de electrones primarios, que es atraído por el ánodo, 
el cual es mantenido a un voltaje positivo con respecto al filamento. El haz 
de electrones sigue el camino a través de la lente condensadora y de la lente 
objetivo, este filamento es reducido a un diámetro final (50µm con filamento 
de tungsteno), con el que barrerá la superficie del espécimen. El barrido del 
haz sobre la superficie de la muestra se realiza a través de bobinas de 
barrido, ubicadas cerca de la lente objetivo, que lo mueve primero de 
manera horizontal y luego diagonalmente con un movimiento rápido sin tocar 
la superficie, es decir “volando”, para regresar justo a un punto debajo de 
donde inició la primera línea de barrido. Así continúa su movimiento 
barriendo renglones muy cercanos, hasta el último punto de al última línea 
en el área rectangular elegida por el aumento seleccionado. Al interaccionar 
el haz de electrones primarios con los átomos de la muestra, se generan 
electrones secundarios que, en sincronía con otro haz, barrerán el monitor 
del tubo de rayos catódicos (TRC) para modular su brillantez; es decir, el 
movimiento del haz en dirección X y Y  en el TCR está sincronizado con los 
voltajes de desviación del haz primario interaccione será proyectado 
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directamente como un punto sobre el monitor, lo que producirá una imagen 
de la topografía de la superficie del espécimen (González et al., 2006).  
 
 
El análisis de la estructura interna del material biológico se obtiene mediante 
un microscopio electrónico de transmisión (MET) que utiliza un haz de 
electrones acelerados para irradiar una muestra delgada por una de sus 
caras, formando una imagen por los electrones que emergen por la cara 
contraria. Las principales partes que componen un MET son: a) la óptica 
electrónica, generalmente llamada “columna”, b) el sistema de vacío, c) 
sistema de enfriamiento, d) corrientes de alimentación y sus controles y e) 
dispositivos de registro de la imagen (Figura 12). 
 
 
 
Figura 12. Microscopio electrónica de 
transmisión ubicado en la UNAL Palmira 
 
 
La columna del MET está formada por un dispositivo productor de electrones 
o cañón electrónico, seguido por una o más lentes condensadoras que 
concentran el haz electrónico sobre el objeto de estudio. Debajo de estas 
lentes se encuentra la cámara del objeto provista de esclusas que permiten 
introducir y retirar los especímenes sin alterar mayormente el vacío 
(Figura13). Por debajo de esta cámara se encuentran otras lentes 
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electromagnéticas, que permiten la observación del objeto; la primera es el 
objetivo, la segunda lente es la intermediaria o primera proyectora, la tercera 
es una lente que proyecta y aumenta la imagen y la cuarta es la pantalla 
fluorescente donde la imagen electrónica final se hace visible al ojo humano 
(Vázquez Nin y Echeverría, 2000). 
 
 
 
Figura 13. Comparación de un microscopio óptico y 
microscopio electrónico de transmisión (tomado de 
Vázquez Nin y Echeverría, 2000). 
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Las muestras se observan en el interior de la columna óptica electrónica del 
MET que se encuentra a una presión de 10-10 torr. El espécimen biológico 
esté seco; de lo contrario las moléculas de agua se evaporan, invadirán el 
espacio por donde circulan los electrones y producirán la dispersión de los 
mismos con la consiguiente perdida de la nitidez de la imagen; otro aspecto 
importante es que los electrones deben atravesar la muestra sufriendo pocos 
choques inelásticos, por lo que los espécimen deben estar cortado en 
rebanadas muy finas de 60 a 90nm de espesor. Finalmente, hay que agregar 
compuestos que contengan elementos de elevado número atómico para 
aumentar las débiles variaciones del poder dispersante de electrones que 
tienen las diferentes estructuras biológicas. Todas estas necesidades 
impuestas por las características físicas del MET, condicionan la preparación 
del espécimen biológico; de tal forma, este deberá deshidratarse, cortarse y 
contrastarse (Bozzola y Rusell, 1999). 
 
 
La fijación debe de conservar la ultraestructura de las células y alterar lo 
menos posible su forma y composición. La fijación química implica 
generalmente el uso de glutaraldehido y/o paraformaldehido, seguidos a 
veces por un tratamiento con tetraóxido de osmio, llamado posfijación. El 
aldehído reacciona con grupos químicos de los aminoácidos de las 
proteínas, de los ácidos nucleicos y en menor proporción con lípidos y 
glúcidos. Al terminar la fijación se retira el aldehído lavando el espécimen 
varias veces con una solución amortiguadora isotónica como los fosfatos y 
cacodilatos, la cual tiene la función de no producir fuerzas osmóticas a 
través de las membranas biológicas y evitar las alteraciones debida a 
cambios bruscos de pH. Estabilizada la estructura y en menor medida la 
composición de la muestra, se debe quitar el agua; la deshidratación se 
realiza con líquidos que se mezclan con el agua celular y al aumentar su 
concentración la desplazan, hasta sustituirla totalmente, y generalmente se 
utiliza etanol o acetona; posteriormente se utiliza una sustancia intermediaria 
y el más empleado es el óxido de propileno, que es miscible en todas 
proporciones con la resina y tiene bajo punto de ebullición, esto permite que 
una vez se desplazó el etanol o la acetona del tejido, favorece la penetración 
de la resina epoxica y luego se evapore para no impedir la polimerización de 
la misma que se realiza a 60°C de 24 a 48 horas, es ta mezcla se transforma 
en un sólido con la forma del molde, que tiene la consistencia adecuada para 
ser cortado en espesores de 60nm y 90nm, los instrumentos que permiten 
realizar cortes ultrafinos se llaman ultramicrotomos como se observa en al 
Figura14 (González, 1968). 
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Figura 14. Ultramicrótomo de avance térmico de muy alta precisión. La mayor 
parte de las funciones están automatizadas y se comandan desde la caja de la 
derecha. 
 
Los compuestos químicos con elementos de elevado número atómico más 
usados son sales con poca capacidad de ionizarse como el acetato de 
uranilo y el citrato de plomo. Estos componentes se unen a las proteínas y a 
los ácidos nucleicos de las células aun cuando estén incluidas en resinas 
epóxicas, poliestéricas o acrílicas, por lo que se emplean colocando rejillas 
con los cortes e contacto con la solución de la sal (Vázquez Nin y 
Echeverría, 2000). 
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1. OBJETIVOS 
 
 
1.1 Objetivo general 
 
 
Caracterizar los granos de polen de S. megalanthus (K. Schum. ex Vaupel) 
Moran,mediante microscopia óptica y electrónica,como aporte a la 
clasificación taxonómica de la especie. 
 
 
1.2 Objetivos específicos 
 
 
• Estandarizar el protocolo de acetólisis de Erdtman para el material 
polínico de la especie. 
 
• Determinar el porcentaje de la viabilidad polínica de lasintroducciones de 
pitahaya amarilladel banco de germoplasma de la Universidad Nacional 
de Colombia sede Palmira. 
 
• Descripción polínica depitahaya amarilla por medio de microscopía óptica 
y electrónica. 
 
• Analizar los caracteres palinotaxonómicos con mayor representación 
estadística para la pitahaya amarilla. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
2.1 Área de estudio. Las colectas del material polínico para esta 
investigación se obtuvieron del banco de germoplasma de pitahaya amarilla, 
ubicado en la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (Tabla 1), en 
el casco urbano del municipio de Palmira, al suroriente del departamento del 
Valle del Cauca, Colombia (Figura 15). 
 
 
 
 
Figura 15. Mapa y distribución de la pitahaya amarilla y roja en el banco de germoplasma 
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Tabla 1. Entrada al banco de germoplasma de pitahaya amarilla 
Código BG 
 
Departamento Municipio Vereda Finca N. W. 
Altura 
(m.s.n.m.) 
170-01-001-01 Boyacá Berbeo Centro Villa Esperanza 
 
5o14’43,3” 73o7’48,9” 1084 
170-01-001-02 Boyacá Berbeo Centro Villa Esperanza 
 
5o14’43,3” 73o7’48,9” 1084 
170-01-001-03 Boyacá Berbeo Centro Villa Esperanza 
 
5o14’43,3” 73o7’48,9” 1084 
170-01-004-01 Boyacá Miraflores El Playón El Deseo 
 
5o11’00,3” 73o09’15,4” 
 
1450 
170-01-004-02 Boyacá Miraflores El Playón El Deseo 
 
5o11’00,3” 73o09’15,4” 
 
1450 
170-01-004-03 Boyacá Miraflores El Playón El Deseo 
 
5o11’00,3” 73o09’15,4” 
 
1450 
170-01-005-02 Boyacá Miraflores Ciudad de Miraflores La Miniatura 5°11’0 6,3” 
 
73o08’18” 1553 
170-01-005-03 Boyacá Miraflores Ciudad de Miraflores La Miniatura 5°11’0 6,3” 
 
73o08’18” 1553 
170-01-006-01 Boyacá Miraflores Rusa El Mirador 5o13’48,2” 73o11’58,6” 1600 
170-01-006-03 Boyacá Miraflores Rusa El Mirador 5o13’48,2” 73o11’58,6” 1600 
170-01-007-01 Boyacá Miraflores Rusa Tetuán 5°13’50,3”  73o11’40,9” 1681 
170-01-007-02 Boyacá Miraflores Rusa Tetuán 5°13’50,3”  73o11’40,9” 1681 
170-01-007-03 Boyacá Miraflores Rusa Tetuán 5°13’50,3”  73o11’40,9” 1681 
170-01-008-01 Boyacá Miraflores Rusa 
El Pedregal ó 
El recuerdo 5o13’57,4” 73o12’6,6” 1588 
170-01-008-02 Boyacá Miraflores Rusa 
El Pedregal ó 
El recuerdo 5o13’57,4” 73o12’6,6” 1588 
170-01-009-01 Boyacá Miraflores Rusa Blancanieves 5o13’57,4” 73o12’6,6” 1588 
170-01-009-02 Boyacá Miraflores Rusa Blancanieves 5o13’57,4” 73o12’6,6” 1588 
170-01-009-03 Boyacá Miraflores Rusa Blancanieves 5o13’57,4” 73o12’6,6” 1588 
170-02-010-01 Cundinamarca Silvania Panamá Alto La Esmeralda 4o22’58,2” 74o25’3,5” 1375 
170-02-010-02 Cundinamarca Silvania Panamá Alto La Esmeralda 4o22’58,2” 74o25’3,5” 1375 
170-02-010-03 Cundinamarca Silvania Panamá Alto La Esmeralda 4o22’58,2” 74o25’3,5” 1375 
170-01-011-01 Boyacá Chitaraque El Resguardo Nápoles 6o00’53,3” 73o27’9,9” 1678 
170-01-011-02 Boyacá Chitaraque El Resguardo Nápoles 6o00’53,3” 73o27’9,9” 1678 
170-01-011-03 Boyacá Chitaraque El Resguardo Nápoles 6o00’53,3” 73o27’9,9” 1678 
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Continuación 
 
Tabla 1. Entrada al banco de germoplasma de pitahaya amarilla 
Código BG 
 
Departamento Municipio Vereda Finca N. W. 
Altura 
(m.s.n.m.) 
170-01-012-01 Boyacá Chitaraque El Resguardo Guamito 6o00’48,4” 73o27’32,5” 1693 
170-01-012-02 Boyacá Chitaraque El Resguardo Guamito 6o00’48,4” 73o27’32,5” 1693 
170-01-012-03 Boyacá Chitaraque El Resguardo Guamito 6o00’48,4” 73o27’32,5” 1693 
170-03-013-01 Santander 
Puente 
Nacional Cemiza La tebaida 5o53’44,5” 73o40’4,3” 1759 
170-03-013-02 Santander 
Puente 
Nacional Cemiza La tebaida 5o53’44,5” 73o40’4,3” 1759 
170-03-013-03 Santander 
Puente 
Nacional Cemiza La tebaida 5o53’44,5” 73o40’4,3” 1759 
170-04-014-01 Valle Roldanillo Mateguadua El Recreo 4°25 76°11 1412 
170-04-014-02 Valle Roldanillo Mateguadua El Recreo 4°25 76°11 1412 
170-04-014-03 Valle Roldanillo Mateguadua El Recreo 4°25 76°11 1412 
170-04-015-01 Valle Roldanillo La Armenia La Luciérnaga 4°21 76°12 1632  
170-04-015-02 Valle Roldanillo La Armenia La Luciérnaga 4°21 76°12 1632  
170-04-015-03 Valle Roldanillo La Armenia La Luciérnaga 4°21 76°12 1632  
170-04-016-01 Valle Roldanillo La Armenia La Esmeralda 4°24 76°12 1743 
170-04-016-02 Valle Roldanillo La Armenia La Esmeralda 4°24 76°12 1743 
170-04-016-03 Valle Roldanillo La Armenia La Esmeralda 4°24 76°12 1743 
170-04-017-01 Valle Bolívar Aguada San Luís 4°21 76°13 1774 
170-04-017-02 Valle Bolívar Aguada San Luís 4°21 76°13 1774 
170-04-023-01 Valle Riofrío Salonica La Cabaña 04°05´53,2"  076°22´49,9" 1555 
170-04-023-02 Valle Riofrío Salonica La Cabaña 04°05´53,2"  076°22´49,9" 1556 
170-04-024-03 Valle Riofrío Fenicia Los Cámbulos 4°04´58,1" 76°23´23,9"  1600 
170-04-024-04 Valle Riofrío  Fenicia Los Cámbulos 4°04´58,1" 76°23´23,9 " 1601 
170-04-025-01 Valle Trujillo Senerales La Francia 4°13´05" 76°19´45,2" 1670 
170-04-025-02 Valle Trujillo Senerales La Francia 4°13´05" 76°19´45,2" 1670 
170-04-026-01 Valle Florida La Unión El Vergel 3°15´46,3" 76°12´37,5" 1 252 
170-04-026-02 Valle Florida La Unión El Vergel 3°15´46,3" 76°12´37,5" 1 252 
170-04-026-03 Valle Florida La Unión El Vergel 3°15´46,3" 76°12´37,5" 1 252 
 
 
2.2 Colecta de material polínico. Las anteras se colectaron de flores 
maduras un día antes de la antesis, con el objetivo de realizar la tinción 
directa con carmín acético al 2% para determinar la viabilidad polínica de S. 
megalanthus, la estandarización acetolíca (Tabla 2) y el montaje de placas 
permanentes para la palinoteca de la UNAL sede Palmira. Los granos de 
polen se conservaron en ácido acético glacial al 96% y depositados en tubos 
falcón de 15ml (Figura 16), se rotularon con el nombre de PA OO1 (Pitahaya 
amarilla con un el número consecutivo), se obtuvieron 50 muestras para 
analizarlas. 
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Figura 16. Colecta del material polínico de S. megalanthus en el banco 
de germoplasma de la UNAL Palmira, Colombia. 
 
 
2.2.1 Viabilidad polínica. La tinción con carmín acético al 2% se realizó 
directamente en campo depositando anteras y granos de polen en tubos 
ependorf de 2.5ml durante 24 horas a temperatura ambiente; la viabilidad se 
observó en la coloración del polen, la inviabilidad se determinó por la mal 
formación polínica o la poca coloración del material polínico.  
 
 
2.2.2 Estandarización de la acetólisis. el proceso acetólisis se estandarizó 
teniendo en cuenta la temperatura en baño maría, la concentración de ácido 
sulfúrico y anhídrido acético y las revoluciones por minuto en la centrífuga; 
los granos de polen se depositaron en tubos falcón de 15ml con ácido 
acético glacial al 96%; las muestras se maceraron y centrifugaron a 4000rpm 
por 4 minutos, posteriormente se realizó la acetólisis y montaje en placas 
permanentes, en la tabla 2 se detalla claramente la estandarización del 
protocolo de Erdtman (1952) para los granos de polen de pitahaya amarilla. 
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Tabla 2. Flujograma de la acetólisis de Erdtman (1952) para pitahaya amarilla, modificado 
por Muñoz (2007). 
Paso Reactivos y materiales Pasos o etapas Procedimientos 
1 Ácido acético glacial 96 % Fijación del material 
polínico 
Depositar anteras de cada muestra en 50 ml 
de ácido acético 
 
2 Tubos Falcon 15 mL Preparación de  muestras 
para centrifugar 
 
Agregar 4 ml de cada muestra en tubos 
Falcon 
3 Centrifugadora Centrifugación Centrifugar a 4000 rpm por 4 minutos y 
desechar sobrenadante 
 
4 Ácido sulfúrico, anhídrido 
acético, baño maría, pipetas y 
propipetas 
Acetólisis Hacer digestión, adicionando a cada muestra 
8 ml de ácido acético + anhídrido acético en 
proporción 1:9; colocar en baño maría 80 ºC 
por 4 minutos, agitando continuamente 
5 Centrifugadora Centrifugación Centrifugar a 4000 rpm por 4 minutos y 
desechar sobrenadante 
 
6 Agua destilada Lavado del precipitado Adicionar 8 mL de agua destilada, agitar por 5 
minutos 
 
7 Centrifugadora Centrifugación Centrifugar a 4000 rpm por 4 minutos y 
desechar sobrenadante 
 
8 Agua destilada Lavado del precipitado Adicionar 8 mL de agua destilada, agitar por 5 
minutos 
9 Centrifugadora Centrifugación Centrifugar a 4000 rpm por 4 minutos y 
desechar sobrenadante 
10 Tubos Ependorf 2.5 mL Separación  de muestras 
para MEB 
Sacar de cada muestra una pequeña cantidad 
en tubos Ependorf para observación en MEB 
11 Beakers de 20 mL y papel 
absorbente 
Secado de muestras Colocar boca abajo los tubos Falcón en el 
Beaker con papel absorbente en el fondo 
 
 
 
2.2.3 Montaje de placas. El material polínico se conservo en (5) cincoplacas 
permanentes por cada muestra o accesión que se estudiaron; para el 
montaje de placas se tuvo en cuenta la limpieza, comenzando con la 
utilización de guantes nuevos para evitar la contaminación con grasas y el 
posterior crecimiento de hongos y bacterias; el aseo de los cubres y porta 
objetos se efectuó con alcohol al 70%, posteriormente se deposita un trozo 
(2ml3) de gelatina glicerinada con el material polínico, se calentó sobre la 
plancha a 40ºC hasta que la gelatina se derrita, se quita el porta objetos de 
la plancha y se coloca sobre un papel, se mescló con un palillo de madera 
para homogenizar el material y de forma suave para no formar burbujas en 
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el interior de la placa, posteriormente se depositó un poco de parafina 
derretida (acuosa) en forma de circulo y cuatro gotas en puntos cardinales 
para centrar correctamente el cubre objeto, se calentó nuevamente la 
mezcla: material polínico y la gelatina hasta que se disolvió, cuando se 
observó que todo estaba listo en forma acuosa se retiró de la plancha de 
calentamiento y se dejó solidificar a temperatura ambiente, se rotuló con el 
número del ejemplar correspondiente a la palinoteca en la parte inferior del 
porta muestras para ser analizados mediante microscopia óptica (Figura17).      
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.4 Observación y medición de los granos de polen. Las muestras 
polínicas permanentes se observaron con un microscopio óptico NIKON 
mediante la técnica de iluminación de contraste de fase y de iluminación luz-
oscuridad (análisis L/O) descrita por Erdtman (1952). Esta última técnica 
consiste en el ajuste gradual del foco, empezando del sobre-enfoque de la 
estructura ornamental y continuando con un sub-enfoque progresivo; de 
acuerdo con Fonnegra (1989) se deben observar con un lente objetivo de 
100X y medir el tamaño polínico en micrómetros a veinticinco (25) granos de 
polen en vista ecuatorial y polar en cinco placas por cada muestra; en vista 
ecuatorial se trazan dos líneas imaginarias: la primera línea se traza de un 
colpo germinal al otro colpo y la segunda línea se efectúa de un lado del 
mescolpio al otro lado del mesocolpio pasando el trazado por el colpo 
germinal. La finalidad de este proceso es tener un número representativo y 
aleatorio de los granos de polen para un buen análisis estadístico. 
 
 
Para observar la morfología externa de los granos de polen al natural en 
microscopia electrónica de barrido se realizaron los siguientes pasos 
 
 
 
 
Figura 17. Conservación de muestras polínicas en porta 
objetos para la colección y revisión en palinotecas 
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2.5 Material polínico al natural para MEB 
 
 
2.5.1  Montaje. Las anteras se colocaron sobre la cinta conductora de carbón 
adherida al porta espécimen y se rotuló con el objetivo de observar y 
fotografiar ordenadamente las muestras mediante microscopia electrónica de 
barrido. 
 
 
2.5.2 Recubrimiento. Los granos de polen se recubrieron con una delgada 
capa de oro puro, utilizando un ionizador POLARON SEM COATING 
SISTEM series 11 HD, con un voltaje de 0 – 5Kv durante 3 minutos, se 
aplicó una corriente de 1200 voltios para la deposición de los átomos de oro 
sobre el material polínico, este método permitió que las muestras no se 
cargaran al contacto con el haz de electrones emitidos por el filamento de 
tungsteno y fotografiar el polen en aumentos de 5000X a 10000X en vista 
polar y ecuatorial a una distancia de trabajo de 15mm y un voltaje de 
aceleración de 10Kv, las fotomicrografías se guardaron en formatos digitales 
JPEG. 
 
2.6 Material polínico acetolizado para MEB 
 
 
2.6.1 Deshidratación. Los granos de polen se deshidrataron con etanol en 
concentraciones del 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, y dos cambios al 100% en 
periodos de tiempo de 30 minutos por cada concentración en tubos falcón de 
15ml. 
 
 
2.6.2 Secado por punto crítico. El polen acetolizado que contenía Ácido 
Acético glacial al 96% se deshidrató con etanol, posteriormente se colocaron 
en capsulas porosas de 30µm debidamente etiquetadas, el material polínico 
se ubicó en la cámara del secador de punto crítico manteniendo siempre 
húmedos los granos de polen para que estos no se colapsen. Previamente 
se enfrío la cámara hasta 0oC, se cerró la cámara con las muestras y se 
lleno con CO2 líquido. Se realizó el proceso de sustitución del etanol por CO2 
líquido. Para llegar al punto crítico del CO2 se elevo la temperatura a 31oC y 
la presión a 1073psi en el interior de la cámara del secadorSAMDRY 795, se 
mantienen estas condiciones por espacio de 10 minutos. Al regresar la 
muestra a las condiciones ambientales, se montó en portamuestras 
metálicos, sobre una cinta conductora de carbón. El polen de S. 
megalanthus se observó en un microscopio electrónico de barrido modelo 
JEOLJEM-6490 LV. 
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2.7 Material polínico acetolizado para MET.  
 
Para caracterizar la estructura de la exina, se realizaron preparaciones que 
fueron observadas en microscopia electrónica de transmisión JEOL JEM 
1011. Se tomaron muestras polínicas que se encontraban conservadas en 
ácido acético glacial al 96%. 
 
 
2.7.1 Fijación. El proceso de fijación comienza con tres lavados de Buffer 
fosfatos PBS y se centrifugaron a 4000rpm durante un minuto por cada 
cambio; la fijación se realizó con glutaraldehido al 2% por un tiempo de 6 
horas a 4ºC, se lavó el material polínico dos veces quitando el exceso de 
glutaraldehido con Buffer fosfatos PBS. 
 
 
2.7.2 Deshidratación. Después de la fijación se procedió a la deshidratación 
con cambios graduales de etanol, de la siguiente forma: 10, 20, 30, 40, 50, 
60, 70, 80, 90, 96 y tres cambios de 100% en tiempos de 10 minutos para 
cada concentración de alcoholes y centrifugando a 4000 revoluciones por 
minuto. 
 
 
2.7.3 Inclusión. Posteriormente a la deshidratación, se realizó una inclusión 
lenta de concentraciones de LR White de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 
96% en disoluciones de etanol al 100% con intervalos de tiempos de 30 
minutos por cada concentración y 100% de LR White con centrifugaciones 
de 4000rpm por 1 minuto; el material polínico se depositó en cápsulas 
transparentes de gelatina con LR White y se polimerizó por 24 horas a 80ºC 
(Tabla 3).  
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Tabla 3 Concentraciones de LR White en disolución con etanol puro para la inclusión 
de material polínico 
 
ETANOL 
100% 
(ml) 
LR 
WHITE 
(ml) 
CONCENTRACIÒN 
FINAL 
TIEMPO 
(minutos) 
TEMPERATURA 
(ºC) 
4.5 0.5 10 % 30 Ambiente 
4.0 1.0 20 % 30 Ambiente 
3.5 1.5 30 % 30 Ambiente 
3.0 2.0 40 % 30 Ambiente 
2.5 2.5 50 % 30 Ambiente 
2.0 3.0 60 % 30 Ambiente 
1.5 3.5 70 % 30 4 
1.0 4.0 80 % 30 4 
0.5 4.5 90 % 30 4 
0 5.0 100 % 24 horas 80 
 
 
 
2.7.4 Cortes semifinos. La rapidez con que penetre y polimerice la resina 
hidrofilica es importante para que los granos de polen se conserven al ser 
cortados en el ultramicrótomo POWER XL. Los bloques se tallaron para 
obtener una pirámide que permitiera observar el material polínico, 
posteriormente se obtuvieron cortes semifinos con grosores de 250 a 300 
nanómetros (nm) para localizar los granos de polen; posteriormente, se 
extrajeron los cortes con un asa y se depositaron en un porta objetos, los 
cortes se fijaron en el vidrio por medio del calor de una plancha por unos 
segundos a 40oC, después se tiñeron con una gota de azul de toluidina al 
2% exponiéndolos al calor por 10 a 15 segundos y se quitó el exceso de 
colorante con agua destilada para observar al microscopio óptico. 
 
 
2.7.5 Cortes ultrafinos. Preseleccionada la zona con los cortes semifinos de 
300nm, se procedió al retallado del área para obtener los cortes ultrafinos 
con grosores de 60 a 90nm con en el ultramicrótomo POWER XL. El grosor 
de los cortes se detectó por los colores grises y plateados a contraluz y el 
valor registrado en la pantalla medidora del equipo; los cortes ultrafinos se 
sacaron con rejillas metálicas de cobre cubiertas con membrana de formvar. 
 
 
2.7.6 Contraste. Las rejillas con los cortes se sumergieron en una gota de 
acetato de uranilo acuoso al 4% durante 10 minutos, luego pasaron a una 
gota de acetato de uranilo alcohólico al 4% por un tiempo de 10 minutos, 
todo este proceso se realizó en una cámara cerrada en condiciones de 
humedad para evitar el precipitado del uranilo; para quitar el exceso de 
  
54 
 
uranilo se lavaron las rejillas con agua destilada mediante el método de 
goteo (80 gotas aproximadamente), las rejillas se dejaron secar por un 
tiempo de 5 minutos en papel filtro y posteriormente se introdujeron las 
rejillas en citrato de plomo al 3% durante 3 minutos en una cámara cerrada 
con lentejas de hidróxido de sodio hidratadas con agua destilada para evitar 
que el plomo se precipite y absorba la humedad atmosférica; el lavado de las 
rejillas con agua destilada debe ser suave y cuidadoso para conservar el 
tejido polínico en la superficie de la rejilla (Figura 18). Las rejillas 
contrastadas se dejan secar durante 24 horas para evitar daños en el tejido y 
en la membrana de formvar.  
 
 
 
       a                      b                                    c                      d 
 
Figura 18. Contraste de cortes en rejillas de cobre con membrana de 
formvar: a. cámara que contiene: un trozo de algodón húmedo con agua 
destilada, una gota de acetato de uranilo acuoso al 4% por 10 minutos y 
una gota de acetato de uranilo alcohólico al 4%; b. Lavados con agua 
destilada; c. Cámara que contiene algodón, perlas de hidróxido de sodio y 
citrato de plomo al 4% por 5 minutos; d. Lavados con agua destilada. 
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3. RESULTADOS 
 
 
Estandarizar el protocolo de acetólisis de Erdtman para el material polínico 
de la especie. 
 
 
Los granos de polen de S. megalanthus se acetolizaron mediante el método 
de Erdtman (1952) y se realizaron pruebas teniendo en cuenta: tiempos en 
baño María, revoluciones por minuto en la centrifugación y la concentración 
en la preparación de Erdtman (Tabla 2 y 4). 
 
 
Los resultados demostraron que los granos de polen con mayor aceptación 
para las fotomicrografíasy mediciones en microscopia óptica y microscopia 
electrónica de barrido fue a 6 minutos en baño María a temperatura de 80ºC, 
a 3000 revoluciones por 4 minutos en una concentración de 9:1 de ácido 
sulfúrico y anhídrido acético respectivamente (Figura 20 y Tabla 4). Los 
daños observados en la estructura polínica se desarrollaron a 8 minutos en 
baño María, a 4000rpm por 4 minutos con una concentración a 9:1 (Figura 
19).  
 
 
Tabla 4. Estandarización acetolítica para S. megalanthus. 
 
Muestra Baño María a 
80 º C 
Centrifugación 
revoluciones por 
minuto -rpm 
Concentración 
preparación de 
Erdtman 
 
 
 
 
 
S. megalanthus 
 
4 minutos 
3000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
4000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
 
6 minutos 
3000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
4000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
 
8 minutos 
3000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
4000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
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Figura 19. Daños morfológicos de los granos de polen de pitahaya amarilla 
ocasionado por la centrifugación. 
 
La observación de los colpos al igual que la forma de los granos de polen en 
vistas ecuatorial y polar permitió estandarizar el protocolo de Erdtman para 
esta especie. La acetólisis fue importante para observar la morfología 
polínica e identificarlos caracteres más importantes a nivel interespecífico 
como: la simetría, polaridad, número y posición de las aberturas, 
ornamentación y observación de la estratificación de la exina. El número de 
granos buenos para la medición nos permitió elaborar 5 placas 
permanentes; se montaron con gelatina glicerinada y selladas con parafina. 
 
 
 
Figura 20. Granos de polen acetolizados adecuadamente para la caracterización 
e identificación: a. vistas polar y ecuatorial en 40x, b. vista polar donde se 
observan los colpos en 40x. 
 
  
a b 
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Determinar el porcentaje de la viabilidad polínica de lapitahaya amarilla  
 
La viabilidad polínica fue importante para determinar la cantidad de granos 
de polen que fecundarán y permitirán obtener frutos en el banco de 
germoplasma; para este análisis se colorearon con carmín acético al 2% y 
se fotografiados en microscopia óptica, se contabilizaron 1000 granos 
viables e inviables, para este estudio se realizaron dos repeticiones; para las 
dos muestras se tomó la cantidad de polen suficiente para el respectivo 
análisis, en la muestra 1 se encontraron 883 granos de polen viables y en la 
muestra 2 se observaron 793; en las muestras 1 y 2 se contabilizaron 107 y 
207 células inviables respectivamente (Tabla 5).  
 
 
Los granos de polen inviables observados en la muestra 1 se reportaron 17 
granos pequeños, 75 microcitos y 25 granos reducidos en 2n (Figura 21); 
mientras que para la muestra 2 se clasificaron 10 granos pequeños, 167 
microcitos y 30 granos reducidos a 2n (Tabla 5 y Figuras 21 y 22).   
 
 
Tabla 5. Viabilidad de los granos de polen de S. megalanthus. 
 
Viabilidad polínica Muestra 1 Muestra 2 
polen viable 883 793 
Polen pequeño 17 10 
Microcitos 75 167 
Polen  no reducido (2n) 25 30 
 
Total 
 
1000 
 
1000 
 
 
 
Figura 21. Muestra 1: a. Granos de polen pequeños inviables tenuemente 
oscurecidos; b.Granos de polen inviables microcitos; c.Granos de polen de 
tamaño grande 2n. 
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Figura 22. Muestra 2: a. Granos de polen viables; b.Grano de polen pequeño 
inviable (izquierda) microcitos (derecha); c.Granos de polen de tamaño grande 2n. 
 
 
Descripción polínica de pitahaya amarilla por medio de microscopía óptica y 
electrónica. 
 
 
Los granos de polen se clasificaron por ser mónadas, isopolares, 
radiosimétricos, trizonocolpados. Exina tectada perforada. Forma 
generalmente oblado esferoidal y esferoidal. Contorno polar: triangular - 
obtuso - convexo;  contorno ecuatorial: circular. Tamaño polínico grande de 
89µm (93µm) 96µm (Figura 24) mediante microscopia óptica. Mediante los 
descriptores polínicos se elaboró el palinograma de S. megalanthus donde 
se reúnen todos los caracteres palinológicos a nivel de microscopia óptica y 
electrónica de barrido y transmisión (Figura 23). 
 
 
La resolución que ofrece el MEB permitió observar claramente los granos de 
polen no acetolizados en vista ecuatorial y polar, el pollenkit o trifina se 
observaen pocas cantidades. El polen se clasifica como tricolpado, triangular 
obtuso convexo, ornamentación con microespínulas en vista polar y 
esferoidal en vista ecuatorial. Las microespínulas tienen un tamaño 
promedio de 1.7µm y perforaciones (punctas) de 0.46µm de diámetro (Figura 
25). 
 
 
En los cortes ultrafinos de 60 a 90nm de grosor se observó una endexina 
delgada de 0.34µm y la ectexina 1.59µm, y estructura granular columelar. A 
nivel de los muros se observa una ectexina compacta integrada por el 
tectum. La relación Endexina:Ectexina es de 1:4,6; cabe destacar que en 
esta especie no se observa capa basal (Figura 26). 
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Figura 23. Palinograma de Selenicereus megalanthus 
 
 
 
  
60 
 
 
 
 
Figura 24. Microfotografías en microscopia óptica de alta resolución: a y b. vistas 
polares y ecuatoriales a 40x, c. vista polar con los tres colpos, d. vista polar-reticulada 
perforada, e y f. vista ecuatorial con ornamentación microespinulada. 
a b 
c
e f 
d 
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Figura 25. Fotomicrografías en microscopia electrónica de barrido: a. vista polar, b y 
c. presencia de microespínulas y punctas, d. polen tectado perforado por punctas con 
anulus engrosado, e. polen no acetolizado con pollenkit cubriendo las punctas y las 
microespínulas, f. grano de polen fracturado observándose la ornamentación y las 
columnelas granulares.  
  
a 
c 
e 
b 
d 
f 
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Figura 26. Fotomicrografías en microscopia electrónica de transmisión: a y 
b. corte de un grano de polen donde se observan la ultraestructura 
infratectal, c. microespínulas y presencia de columnelas, d, e y f. 
observaciones de un corte donde las punctas no perforan totalmente el 
tectum. 
 
  
a b 
d c 
e f 
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Caracteres palinotaxonómicos con mayor representación estadística para la 
pitahaya amarilla. 
 
 
Las mediciones realizadas a las estructuras infratectales y ornamentales de 
S. megalanthus permitió observar y analizar los caracteres cualitativos y 
cuantitativos más representativos de la especie y aportar a la descripción 
polínica de la familia Cactaceae (Tabla 6). 
 
 
Tabla 6. Promedios de los descriptores polínicos de S. megalanthus. 
Caracteres 
polínicos 
Número de 
mediciones 
Promedio Valor mínimo Valor máximo 
Ectexina 35 1,59 1,07 2,15 
Endexina 35 0,34 0,20 0,73 
Columnelas 35 1,01 1.02 1,30 
Tectum 38 0,56 0,35 1,11 
Exina 37 1,90 1,32 2,61 
Espínulas 14 0,86 0,43 1,45 
Diámetro 
puncta 
19 0,46 0,24 0,70 
Profundidad 
puncta 
19 0,48 0,30 0,81 
 
 
Los valores promedios de los caracteres polínicos establecidos para S. 
megalanthus sirvieron para graficar y evaluar las mediciones obtenidas a 
través de la microscopia electrónica de barrido y transmisión; las gráficas de 
barras se obtuvieron mediante el programa SAS 9.1 y se graficaron datos de 
la exina, ectexina, endexina, tectum, columnelas, espínulas, diámetro y 
profundidad de las punctas. 
 
 
Los valores de la ectexina obtenidos mediante el MET están entre 1.07nm 
(1.59nm) 2.15nm y se observa que son datos altamente significativos 
reportados entre 1.3nm y 1.9nm donde se aglomera la mayor cantidad de 
estructuras con un promedio de 1.59nm (Gráfica 1). La endexina es un 
carácter altamente significativo y sin mayores variaciones con excepción de 
un valor que se encuentra por fuera de los valores promedios ubicados entre 
0.20nm (0.34nm) 0.5 nm lo que indica que este agrupamiento es importante 
para S. megalanthus por la homogeneidad de esta estructura polínica 
(Gráfica 2).  
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Gráfica 1. Valores promedios de nueve accesiones de S. 
megalanthus de la ectexina. 
 
 
 
Gráfica 2. Valores promedios de dieciséis accesiones de S. 
megalanthus de la endexina. 
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Las observaciones infratectales en la columnelas permiten determinar la 
forma, el desarrollo y la estructura columelar granular que presenta la 
pitahaya amarilla, los valores registrados están en 0.60nm (1.01nm) 1.4nm 
para 12 estos promedios indican la importancia de este carácter para la 
palinotaxonomía de esta especie vegetal (Figura 3).  
 
 
 
Gráfica 3. Valores promedios de doce accesiones de S. 
megalanthus de las columnelas. 
 
 
La exina posee valores dispersos que van desde 1.2nm hasta 2.8nm, 
aunque existe una pequeña aglomeración entre los 1.6nm y 2.2nm con un 
promedio de 1.90nm, podría ser una opción determinante para los análisis 
infratectales (Gráfica 4).  
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Gráfica 4. Valores promedios de doce accesiones de 
S. megalanthus de la exina. 
 
 
Las mediciones de espínulas obtenidas en microscopia electrónica de 
transmisión son dispersas, se observan valores de 0.04nm (0.86nm) 1.5nm y 
no existe un valor promedio donde se determine una aglomeración que 
permita observar y analizar los caracteres ornamentales como un elemento 
importante para la clasificación palinotaxonómica a nivel intraespecífico 
(Gráfica 5). 
 
 
  
67 
 
 
Gráfica 5. Valores promedios de trece accesiones de 
S. megalanthus de las espínulas. 
 
 
El diámetro de las perforaciones o punctas son similares donde se observan 
diferentes tamaños y valores 0.2nm (0.46nm) 0.8nm, dando como resultado 
una dispersión de las barras de acuerdo a la Gráfica 6; contrariamente la 
profundidad de las punctas presenta una mayor uniformidad de acuerdo a 
los valores reportados y observados en microscopia electrónica de 
transmisión, donde se observa que tienen una determinada profundidad sin 
perforar el tectum completamente con un promedio de 0.48nm (Gráfica 7). 
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Gráfica 6. Valores promedios de ocho accesiones de S. 
megalanthus del diámetro de las punctas. 
 
 
 
 
 
Gráfica 7. Valores promedios de ocho accesiones de S. 
megalanthus de la profundidad de las punctas. 
 
 
Las capas ectexina y endexina componen la exina con ausencia de la capa 
basal en S. megalanthus, en cada capa se observó y midió por separado en 
diferentes granos de polen para determinar la veracidad de las mediciones 
en MET, de acuerdo con la Grafica 8 se pueden observar que son muy 
claros y exactos los valores reportados en el cuadro 6 lo que indica la 
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importancia de la microscopia electrónica de transmisión en estudios 
polínicos.  
 
 
 
 
Gráfica 8.Relación de las capas polínicas observadas y medidas en 
microscopia electrónica de transmisión (1. Ectexina, 2. Endexina y 3.Exina). 
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4. DISCUSIÓN 
 
 
Las observaciones realizadas a los procesos acetolíticos en pitahaya 
amarilla variaron de acuerdo a las concentraciones de la solución de 
Erdtman, la temperatura en el baño María y el tiempo en la centrifugadora 
para concentrar la mayor cantidad de granos de polen en el fondo de los 
tubos falcon de 15ml, de acuerdo a las observaciones realizadas por Muñoz 
(2007) en estudios polínicos del género Phaseolus. 
 
 
Los granos de polen de la pitahaya amarilla en concentraciones de 9:1 de 
anhídrido acético y ácido sulfúrico respectivamente a 3000 revoluciones por 
minuto y con un tiempo de 4 minutos a 80oC en baño María se observaron 
que el protoplasma no se evacuó adecuadamente y no permitió observar la 
estructura polínica; de acuerdo con Muñoz (2007) la estandarización del 
protocolo de Erdtman es fundamental para analizar y observar claramente la 
estructura y escultura del material polínico;   
 
 
Tabla 7. Estandarización del protocolo de Erdtman para S. megalanthus. 
 
Muestra Baño María a 
80 º C 
Centrifugación 
revoluciones por 
minuto -rpm 
Concentración 
preparación de 
Erdtman 
 
 
 
 
 
S. megalanthus 
 
4 minutos 
3000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
4000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
 
6 minutos 
3000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
4000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
 
8 minutos 
3000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
4000 rpm 9 : 1 
9.5 : 0.5 
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Weiss et al. (1994) encontraron en S. megalanthus que las anteras y el 
estigma se encuentran a la misma altura en la flor abierta; lo mismo encontró 
Ramírez (1999) en H. undatus cultivada. En ambos trabajos se sugiere que 
este carácter facilita la autopolinización. Los granos de polen colectados con 
un día antes de la antesis se observó que existe una alta viabilidad polínica 
con 883 de 1000 granos de polen contados mediante microscopia óptica. 
 
 
Los estudios polínicos son importantes porque  han permitido diferenciar a 
subfamilias, géneros y especies en las Cactaceae (Cuadrado y Garralla, 
2009). Kurtz (1963) analizó el polen de algunas especies de Cleistocactus, 
Denmozay Echinopsis. Nowicke (1975) trabajó con 12 especies de la familia. 
Leuenverger (1976) describió la morfología del polen de 600 especies y su 
significado taxonómico. Sin embargo, estos autores se limitaron a revisar y 
analizar los granos de polen en MO y MEB, con este trabajo se pudo 
determinar la estratificación exacta de la pared polínica de S. megalanthus 
mediante MET, lo que constituye la base para las próximas investigaciones a 
nivel ultraestructural en los granos de polen de esta y otras 
 
 
especies. Garralla y Cuadrado (2007) describieron la morfología del polen de 
los géneros Austrocylindropuntia, Maihueniopsis, Opuntia y Tephrocactus 
(Cactaceae) como esferoidales, apolares, radiosimétricos y 
pantoaperturados; también encontraron diferencias en el tipo de exina, forma 
y número de poros y en la presencia de elementos supratectales. Mas tarde, 
Cuadrado y Garralla (2009) establecieron diferencias en el número de 
aperturas y la disposición de las mismas en las subfamilias 
Maihuenniodeaey Pereskioideae. El genero Selenicereus estudiado en esta 
investigación presenta similaridad con granos esferoidales,, radiosimétricos 
pero se difieren por ser trizonocolpados al igual que los estudios reportados 
por Lattar y Cuadrado (2010) en especies Argentinas de los géneros Cereus, 
Cleistocactus, Denza, EchinopsisyMonvillea. 
 
 
En la presente evaluación, para S. megalanthus se evidenciaron granos de 
polen esferoidales en vista polar y suboblato en vista ecuatorial, la presencia 
de microespínulas con perforaciones asociadas por toda la estructura del 
polen; al igual que Scheinvar (1984) en Selenicereus rizzinni Scheinvar 
donde describe los granos de polen como: esféricos, tricolpados, colpos con 
opérculos, tectum verrugoso y superficie equinulada-ánulo-puntada; lo que 
indica un patrón importante para la separación de especies dentro del 
género Selenicereus. 
 
 
  
72 
 
De acuerdo con González (1993) la forma de los granos de polen es 
esferoidal prolato en tres especies  del género Stenocactus y en una especie 
de Ferocactus, esferoidal prolato en dos especies de Stenocactus y en dos 
de Ferocactus. En estos géneros, los granos de polen se clasificaron como 
medianos de 40µm a 58µm, tricolpados y con membranas granulares; la 
exina se conforma de la nexina y sexina, además constituida por columnelas 
en forma de varas y un tectum con perforaciones de 0.11µm a 0.41µm y 
microespínulas de 0.24µm a 0.52µm, con un tectum perforado y la ausencia 
de capa basal; estudios realizados por Leuenberger (1976) clasifican las 
perforaciones rodeadas de engrosamientos anulares como punctas al igual 
que muchos de los autores que estudian la morfología polínica de la familia 
Cactaceae, esta apreciación la realizan basándose en observaciones 
superficiales a nivel de microscopia óptica y electrónica de barrido, pero con 
este trabajo de investigación se observa detalladamente que dichas 
perforaciones no rompe o atraviesa completamente el tectum o techo como 
se observa en la Figura 4. El aporte a la identificación y caracterización de 
los granos de polen para la familia Cactaceae y en especial para la especie 
S. megalanthus en esta investigación, es cambiar el nombre de 
“perforaciones o punctas” a mecas definiéndola como hundimientos con un 
diámetro y profundidad (Tabla 2) sin cruzar totalmente el tectum y 
acompañado de un engrosamiento en forma de anillo o ánulos de acuerdo a 
las observaciones registradas mediante MEB y MET. 
 
 
El análisis polínico para S. megalanthus mediante microscopia óptica y 
electrónica de barrido y transmisión aportaron datos para la especie; 
ampliando en el conocimiento en los estudios de los granos de polen 
realizados por otros autores en la familia Cactaceae. Estudios microscópicos 
realizados por Muñoz (2007) permitió determinar las ventajas y desventajas 
de observar los detalles de la pared como la estructura granular y la relación 
de sexina e intina a nivel óptico, mientras que el microscopio electrónico de 
barrido permite observar granos de polen con “pollenkit” o trifina en granos 
no acetolizados (capa proteica-lipídica que impide ver la ornamentación) 
contrastando con los detalles superficiales observados en granos 
acetolizados, la importancia del microscopio electrónico de transmisión fue 
fundamental para analizar en detalle la ultraestructura del grano de polen en 
cuanto a la estructura infratectal, tamaño y relación de las capas que 
conforman la pared en Phaseolus dumosus y P. coccineus. 
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5. CONCLUSIONES 
 
 
Los granos de polen con mayor aceptación para las fotomicrografías y 
mediciones en microscopia óptica y microscopia electrónica de barrido fue a 
6 minutos en baño María a temperatura de 80ºC, a 3000 revoluciones por 4 
minutos en una concentración de 9:1 de ácido sulfúrico y anhídrido acético 
respectivamente. Los daños observados en la estructura polínica se 
desarrollaron a 8 minutos en baño María, a 4000rpm por 4 minutos con una 
concentración a 9:1 de la acetólisis de Erdtman.  
 
 
Los estudios polínicos de la familia Cactaceae en Colombia son reducidos y 
pocos trabajos taxonómicos en S. megalanthus (pitahaya amarilla). En este 
caso particular la palinotaxonomía ofrece soluciones y herramientas, ya que 
los granos de polen transmiten y expresan un flujo de genes, manteniendo la 
continuidad genética de las especies que evolucionan bajo selección natural 
y artificial. Además el gran desarrollo que ha tenido la palinotaxonomía en 
los últimos años ha permitido mejorar las técnicas ya usadas e implementar 
un mayor número de caracteres, proporcionando una mayor resolución 
taxonómica. 
 
 
Con el fomento del cultivo y producción de frutales promisorios en Colombia, 
en las que se encuentra la pitahaya amarilla, por lo tanto, es necesario 
adoptar y establecer estrategias que permitan un mejor aprovechamiento de 
este recurso vegetal. De ahí que, aclarar las relaciones filogenéticas de esta 
planta por medio de estudios polínicos se constituye en una parte 
fundamental para la selección de las variedades con mejores características 
para: el cultivo, los procesos de mejora y la generación de información 
empírica. Específicamente esta última tiene un valor agregado, debido a la 
poca disponibilidad de información sobre la pitahaya amarilla y los trabajos 
palinotaxonómicos.  
 
 
La ornamentación para S. megalanthus evaluada al MO se clasificó como 
tectada perforada, con microespínulas con un promedio de 0.87µm y 
perforaciones llamadas punctas de 0.46µm de diámetro (Tabla 6). Estas 
últimas se detallaron con MEB, con un poder de resolución de 3 a 4nm, 
obteniendo con mayor exactitud sus mediciones. En las fotomicrografías con 
MET se observaron detalles como la estructura infratectal con columnelas 
granulares, la cual no se puede observar claramente con el MO ni con el 
MEB. También se midieron los tamaños promedios del tectum (0.56 µm), 
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ectexina (1.59µm), endexina (0.34µm), microespínulas (0.87µm) y 
perforaciones (0.46µm) en aumentos de 15.000X a 30.000X. La relación 
ectexina:endexina es de 4,6:1 y se obtuvo con mayor exactitud al ser 
observado con el MET (Tabla 6), mientras que con el MO no se observa 
claramente la relación sexina:nexina. 
 
 
De acuerdo al análisis palinológico realizado en este trabajo se puede 
concluir que los principales descriptores palinológicos para la pitahaya 
amarilla son: forma, tamaño polínico, polaridad, simetría, unidad del polen, 
tipo de abertura, arquitectura de la pared y estructura de la exina 
(clasificación tomada de Walker y Doyle, 1975). Estos descriptores polínicos 
fueron posibles a través del uso conjunto de la microscopia óptica y 
electrónica, logrando una caracterización completa del polen de S. 
megalanthus y proponer usar indiscutiblemente el uso de la microscopia 
electrónica de transmisión para observar detalles infratectales en cualquier 
estudio palinotaxonómico. 
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ANEXO A. Tabla 8. Promedios en micrómetros (µm) de los caracteres morfológicos de los granos de polen de Selenicereus megalanthus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fotomicrografías Ectexina Endexina Columnelas Tectum Exina Espínulas puntas 
       
Diámetro Profundidad 
1 1.96 0.34 1.27 0.58 221 0.77 . . 
2 1.82 0.33 1.30 0.53 2.09 0.68 . . 
3 1.85 0.37 1.29 0.54 2.12 0.75 . . 
4 1.81 0.35 1.30 0.47 2.00 0.53 . . 
5 1.89 0.73 1.11 1.11 1.74 1.45 . . 
6 1.74 0.45 1,28 0.69 2.33 . 0.37 0.37 
7 1.74 0.43 1.09 0.62 2.06 . 0.29 0.44 
8 1.78 0.40 1.17 0.67 2.15 . 0.36 0.39 
9 1.64 0.37 1.03 0.59 1.91 1.10 0.32 0.36 
10 1.52 . 0.96 . 1.95 . . . 
11 1.41 0.30 0.88 0.54 1.74 . . . 
12 1.41 0.23 1.03 0.45 1.63 . 0.46 0.81 
13 1.50 0.34 1.04 0.50 1.83 . . . 
14 1.44 0.37 1.00 0.51 1.75 . . . 
15 1.38 0.29 0.87 0.46 1.73 . 0.59 0.39 
16 1.25 0.27 0.87 0.42 1.52 . 0,60 0.34 
21 . . . . . 0.83 0.24 0.48 
23 1.65 0.30 1.10 0.54 . . 0.53 0.67 
24 1.47 0.29 . 0.61 . 0.62 . . 
25 2.15 0.42 1.25 0.86 . . . . 
26 1.96 0.44 1.27 0.80 2.01 1.29 0.31 0.30 
27 . . . 0.66 1.79 1.36 . . 
28 . . . . 2.61 . . . 
29 . . . . 2.31 . . . 
31 1.41 0.42 0.93 0.53 1.78 0.55 0.70 0.57 
32 1.45 0.33 1.01 0.43 1.74 . 0.62 0.56 
33 . . . 0.84 2.37 . . . 
34 . . . 0.44 . 0.75 . . 
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Continuación. 
                    Tabla. Promedios en micrómetros (µm) de los caracteres morfológicos de los granos de polen de Selenicereus megalanthus. 
 
 
 
 
 
 
 
Fotomicrografías Ectexina Endexina Columnelas Tectum Exina Espínulas puntas 
       
Diámetro Profundidad 
35 2.02 0.40 1.30 0.48 . 1.00 0.39 0.66 
36 1.28 0.27 0.74 . . 0.43 . . 
37 1.26 0.35 0.74 . 2.46 . 0.42 0.43 
38 . . . . 1.52 . 0.50 0.46 
39 . . . 0.52 1.51 . . . 
40 . . . 0.51 . . . . 
41 1.53 0.20 0.84 0.49 1.76 . . . 
42 1.59 0.23 0.89 0.46 1.94 . 0,536 0.43 
43 1.88 0.35 1.29 0.49 2.14 . 0,597 0.49 
44 1.84 0.37 . 0.55 2.26 . . . 
45 1.57 0.29 1.04 0.57 1.88 . . . 
46 1.47 0.27 0.96 0.54 1.73 . . . 
47 1.41 0.28 0.92 0.52 1.68 . . . 
48 1.25 0.28 0.84 0.46 1.52 . . . 
49 1.16 0.27 0.82 0.43 1.44 . 0,503 0.50 
50 1.07 0.26 0.74 0.35 1.32 . 0,469 0.50 
Promedio 1.59 0.34 1.04 0.56 1.90 0.86 0.46 0.48 
